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具抗肿瘤活性的海洋微生物菌株的初步筛选
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摘要 :本研究采用 MTT 法对海洋放线菌、细菌、霉菌及极地和大洋细菌进行细胞毒活
性物质的筛选, 结果有 10%放线菌及一株极地细菌具有细胞毒活性. 此外利用 DNA
修复特性在 E . col i 343/ 591和 E. coli 343/ 636之间的差异性,对前面筛得的菌株进
行 DNA损伤的筛选,结果得到两株活性菌株.采用荧光染色观察得到 3株具有诱导
肿瘤细胞凋亡的菌株,这些具抗肿瘤活性的菌株可供进一步研究.
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近年来,国内外在海洋生物抗肿瘤活性物质筛选和研究上已取得了初步的成果. NCI每年
筛选的 3万个新的抗肿瘤化合物中,约有 5%来自海洋生物;业已证实, 约 10%的海洋动物提
取物有抗 P388白血病细胞及 KB细胞活性, 3. 5%的海洋植物提取物有抗肿瘤活性或细胞毒







功地分离到 5 000多种具有生物活性的海洋天然产物,但由于其含量低,生物量有限, 分离提









1. 1  细胞株及试验菌株
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作者简介:李根( 1978~ ) ,男,在读硕士研究生.
细胞株  人胃癌细胞 MGC 80-3,由厦门大学抗癌中心提供.
试验菌株  343/ 591 为赖氨酸和生物素营养缺陷型并具有发酵乳糖能力和 DNA 修复缺
陷的 uvrB/ recA菌种 343/ 636为不能发酵乳糖的脯氨酸营养缺陷型菌株并具有紫外线损伤和
DNA修复能力, 购自上海医药工业研究院.
1. 2  待筛菌株
363株海洋放线菌, 70株极地及大洋细菌 , 234株海洋细菌及 26株霉菌,均由本实验室分
离保存.
1. 3  细胞培养





Lg/ cm3卡那霉素的 RPM I 1640培养液中,在 37 e , 5% CO2 及饱和湿度环境下培养、传代.
1. 4  菌株发酵及发酵液的预处理
菌株接种于发酵培养基,经 2d活化后,补加培养基, 28 e 摇床培养至对数生长期后期(细
菌3d、放线菌约 5d) . 发酵结束后, 将发酵液转移至 10cm3 的管子中, 超声波破碎 2min,
104r/ min离心 10min, 小心吸出上清液.上清液用 0. 22Lm 的微孔滤膜过滤除菌,分装于小管
中,于- 20 e 冻存,使用时以 RPM I 1640培养液作适当稀释.
1. 5  MTT 分析法
根据文献[ 4]作适当修改,步骤如下:
细胞培养至 90%铺底(处于对数生长期) ,用胰酶消化液( 0. 25%胰酶/ D-Hank. s液)消化
收集细胞,吹打制成单细胞悬液, 苔芬蓝染色计算活细胞数, 接种细胞于 96 孔板中, 每孔加
200mm 3悬浮细胞液, 在 37 e CO2 培养箱培养过夜. 第二天加入各稀释度的菌株发酵液
20mm
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, 在 37 e 培养
4h, 然后去除 MT T,加 DMSO与甘氨酸 NaOH 缓冲液( 9B1) 200 mm3,摇床摇 0. 5~ 1h, 酶标仪
测定 570nm 吸光值. 其中四孔做全培液空白对照,四孔做细胞悬浮液对照,每样平行测试 3
孔,以阿霉素为标准参照.抑制率计算式为:
抑制率= 100% @ ( OD对照- OD实验) / OD对照
发酵液活性以 ID50衡量, ID50为抑制率为 50%时, 发酵液所稀释的倍数; 抗癌药物的活性
以 IC50衡量, IC50为抑制率为 50%时, 样品的浓度.
1. 6  DDRT 法( dif fe rent DNA repair t e st )
根据文献[ 5]作如下修改: 343/ 636和 343/ 591菌株(通常一个菌落)分别接种于含 5cm3
蛋白胨- 肉汤培养基中,在 37 e 振荡培养 16h,用分光光度计测 450nm 处的 343/ 591和 343/
636的 OD值, 用蛋白胨- 肉汤培养基稀释 343/ 636 菌液使其 OD 值与 343/ 591 相同, 在
100cm3中性红琼脂培养基中加入 1cm3菌液后倒入平皿中静置 1h,将所要测定的放线菌发酵
液和受试物滴加在覆盖于琼脂培养基上直径为 8mm 的滤纸片上, 37 e 培养 24h, 以丝裂霉素
为标准药物对照,根据发酵液产生的抑菌圈大小的差异来判定其对 DNA 造成损伤的大小及
是否有抗肿瘤活性.
1. 7  荧光显微镜观察细胞凋亡
根据文献[ 6]作适当修改,步骤如下:
M GC 80-3细胞按 2cm3/瓶接种于 10cm3 细胞培养瓶中, 37 e 过夜,每瓶加 10mm3 菌株发
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酵液,对照组仅加同量培养液, 37 e 继续培养 1~ 2d后,收集细胞,细胞涂片,以细胞固定液[甲
醇B冰乙酸( 3B1) , 现配] 4 e 固定 5min, 蒸馏水稍洗后, 滴加 Hoechst-33258 染色液 ( 5Lg/ cm3
Hoechs-t 33258)染色 10min. 蒸馏水洗片后, 用滤纸沾去多余液体, 吹干. 封片剂(封片液:
20mmol/ dm3 柠檬酸, 50mmol/ dm3 磷酸二氢钠, 50%甘油, pH5. 5)封片后荧光显微镜观察.
2  实验结果与分析
2. 1  MTT 分析法
本文采用 MGC 80-3细胞, 以 MTT 分析法为筛选模型, 对 363株海洋放线菌, 70株极地
及大洋细菌, 234株细菌和 26株霉菌的发酵液进行细胞毒活性筛选. 初筛以 550倍的稀释度
为标准,当其 ID50大于 550的时候,再进行复筛, 以确定菌株发酵液的 ID50.筛选结果(表 1)表
明,约有 10%的海洋放线菌及一株极地细菌 ID50大于或等于 550,其中最大 ID50可达 22 000.
表 1  具有细胞毒物质的海洋微生物筛选结果
Tab. 1  Screening r esult of marine microorg anism having cell toxicity
样   号 ID 50 样   号 ID 50
S-51 1 650 S-350 600
S-52 1 650 S-351 550
S-60 1 100 S-357 650
S-62 1 320 S-363 550
S-64 660 S-385 550
S-65 1 650 S-390 1 650
S-73 1 650 S-431 550
S-92 1 650 S-448 600
S-95 880 S-459 600
S-153 550 S-467 550
S-176 1 650 S-468 550
S-182 550 S-477 15 000
S-183 880 S-478 780
S-196 3 300 S-492 770
S-233 550 S-494 700
S-236 1 650 S-502 550
L- 4 3 000 S-505 5 500
L- 14 550 S-513 22 000
J-7 550 S-515 680
  注:其中作为标准药物的阿霉素的 IC50在 0. 025~ 0. 03Lg/ cm3 之间.
2. 2  DDRT 法
利用 DDRT 法对 MTT 粗筛得到的 38株放线菌和细菌进行 DNA 损伤的检测, 结果得到
A-132、A-442两株放线菌对 DNA 产生损伤,其在 343/ 591和 343/ 636平板上的实验结果(表
2)如下:
表 2 放线菌和丝裂霉素对照对两个菌株的抑菌活性比较
Tab. 2  Bacter iostastic activ ity of actinomycetes and mitomycin towards two str ains
受试物 343/ 591抑菌圈直径( mm) 343/ 636抑菌圈直径( mm)
S-182 13 -
S-492 13 -
丝裂霉素 0. 5Lg 23 -
2. 3  荧光染色显微镜观察
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经 S-176、S-95和 L-4 3株放线菌发酵液(终稀释度均为 1B200)处理后, 荧光染色显微镜
下观察, M GC 803细胞核内可见浓染致密的颗粒或块状蓝色荧光,荧光亮度明显增强,染色质
多集中于结构完整的核膜边缘,形成环状、新月状、僧帽状的浓染带, 部分细胞的核固缩、碎裂,
成为细小的碎片.而对照组 MGC 803细胞的细胞核呈均匀弥散荧光, 核的大小、形态一致.表
明上述 3个菌株可产生具有诱导肿瘤细胞凋亡的活性物质.
3  讨论
3. 1  MTT 分析法
MTT 法是一种检测细胞生存和增殖状态的方法,该方法以其简单、快速、准确等优点被用
于细胞毒和淋巴因子生长抑制的定量检测,尤其在肿瘤化疗药敏实验中广泛使用. 其原理是
MTT 可被活细胞线粒体中的脱氢酶还原为蓝色的甲  化合物, 再经适当溶剂溶解后, 其吸光
度与活细胞数相关, 从而可作为检测活细胞数的指标. 因此 MTT 法可用于细胞毒活性物质的
筛选.
3. 2  DDRT 法
DDRT 法是一种利用两个菌株对 DNA 损伤修复的差异性建立的方法,可以用来检测试
物的 DNA毒性. 343/ 591为 DNA修复缺陷菌株, 而 343/ 636菌株具有紫外线损伤和 DNA修
复能力,因而通过两个菌株的修复能力不同可以检测出受试物的 DNA毒性. 从抗肿瘤药物的
作用机理来看, 多数抗肿瘤药物的作用机制主要是作用于 DNA,因而 DDRT 法可用于筛选得
到作用于 DNA的抗肿瘤活性菌株.
3. 3  荧光染色显微镜观察
细胞凋亡是一种不同于坏死的死亡形式,其特点之一是细胞在凋亡过程中细胞核内的染
色质通常会发生凝聚作用,形成块状、致密的染色质.因此, 加入荧光染料Hoechst 33258后,凋
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The sc re ening o f ant it umo r ac t ive mat e rial
f rom marine micro o rg anism
LI  Gen1, Chen Ru-i chuang2, LIN  Yu1
( 1. The Key Labor at or y o f Ma rine Bio tech, SOA/ Third Institute o f Oceanogr aphy, SOA ,
X iamen 361005, China; 2. The Cancer Resear ch Center , X iamen Univer sity, X iam en 361005, China)
Abst ra c t : A screening model of MTT w as used to ident ify antitumor act ive material from ma-
rine act inomycetes , bacterials, molds and ex treme bacterials. T he results show ed about 10 per-
cents of actinomycetes and one polar bacterial strain have cell tox icity. Further more, according to
the DNA repair test v itality dif ferent betw een E. coli 343/ 591 and E . coli 343/ 636, tw o posit ive
st rains w ere ident ified. By f luorescence dyeing , w e observed that three st rains had the ability to
induce cell apoptosis. These strains can be further researched for antitumor drug study.
Key w o rds : M TT assay; DDRT assay; cell toxicity ag ents; cell apoptosis
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